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La presente invention a pour objet 1'usage particulier d'une preparation 
vaccinale destinee a induire chez un marnmifere, une reponse immunitaire 
protectrice a l'encontre d'un organisme pathogene infectant des muqueuses, 
5 notamment a l'encontre des bacteries Helicobacter. 

Helicobacter est un genre bacterien caracterise par des bacteries spiralees a 
gram negatif Plusieurs especes colonisent le tractus gastrointestinal des 
mammiferes. On cite en particulier H. pylori, H. heilmanii, H. felis et H. nutste/ae. 
10 Bien qu7Z. pylori soit Tespece la plus communement associee aux infections 
humaines, dans certains cas rares, H. heilmanii et H. fells ont pu etre isoles chez 
Thomme. Une bacterie de type Helicobacter, Gastrospirilhtm hominis a egalement 
ete decrite chez Thomme. 

15 Helicobacter infecte plus de 50% de la population adulte dans les pays 

developpes et pres de 100 % de celle des pays en voie de developpement ; ce qui en 
fait un des agents infectieux predominants au plan mondial. 

H. pylori est retrouvee exclusivement a ce jour a la surface de la muqueuse de 
20 Testomac chez l'homme et plus particulierement autour des lesions de cratere des 
ulceres gastriques et duodenaux. Cette bacterie est a 1'heure actuelle reconnue comme 
Tagent etiologique des gastrites antrales et apparait comme un des cofacteurs requis 
pour le developpement des ulceres. Par ailieurs, il semble que le developpement des 
carcinomes gastriques puisse etre associe a la presence d'H. pylori. 

25 

II apparait done hautement souhaitable de mettre au point un vaccin en vue de 
prevenir ou de trailer les infections a Helicobacter. 

A ce jour, plusieurs proteines ^Helicobacter ont deja ete proposees comme 
30 antigene vaccinal et la methode de vaccination qui est couramment preconisee 
consiste a delivrer 1'antigene au niveau de la muqueuse gastrique, e'est-a-dire a 
l'endroit meme ou la reponse immune est souhaitee. Pour ce faire, l'administration 
par voie orale a done ete retenue. 



35 



Toujours dans le meme but (induction d'une reponse immunitaire au niveau de 
Testomac), ii a ete propose plus recemment, de delivrer 1'antigene en un site 
muqueux autre que la muqueuse gastrique ; tel que par exemple la muqueuse nasale 



ou rectale (WO 96/31235). Des lymphocytes stimules par l'antigene en un territoire 
muqueux dit inducteur peuvent rnigrer et circuler de maniere selective pour aller 
induire une reponse immunitaire en d'autres territoires muqueux, dits effecteurs. 

5 Une variante de ces methodes consiste a effectuer une primo-immunisation par 

voie systemique avant d'administrer l'antigene par voie nasale. 

Pour administration par voie muqueuse, l'antigene, le plus souvent un lysat 
bacterien ou une proteine purifiee, est associe a un adjuvant approprie comme la 
10 toxine cholerique (CT) ou la heat-labile toxine (LT) d'£. coli. 

Lorsque 1'administration par voie muqueuse est mise en oeuvre, la reponse 
humorale que Ton observe, est de maniere predominante de type IgA. Ceci indique 
bien qu'il y a eu une reponse immunitaire locate. 

15 

Certains auteurs ont pense tres tot qu'il existait une bonne correlation entre une 
forte reponse de type IgA et un effet protecteur (Czinn et al, Vaccine (1993) JJ_ : 
637). D'autres ont emis un avis plus reserve (Bogstedt et al, Clin. Exp. Immunol. 
(1996) 105 : 202). Bien qu'il n'existe pas a ce jour de veritable certitude concernant 
20 ce sujet, I'induction d'anticorps qui soient notamment de type IgA, apparait quoi qu'il 
en soit souhaitable pour la plupart des auteurs. 

De maniere generate, I'apparition des IgA temoigne de la mise en oeuvre d'une 
reponse de la part des lymphocytes T-helper de type 2 (reponse Th2) 

25 

En effet, la stimulation des lymphocytes T-helper par un antigene particulier 
permet d'obtenir differentes sous-populations de cellules T-helper, caracterisees par 
des profils de synthese de cytokines differents. 

30 Les cellules Thl produisent notamment de maniere selective l'interleukine-2 

(IL-2) et Tinterferon-y (IFN-y), tandis que les cellules Th2 secretent de preference 
l'IL-4, -5, et -10. En raison de leur production differentiee de cytokines, ces deux 
types de cellules T-helper ont des roles distincts : les cellules Thl favorisent 
rimmunite a mediation cellulaire La. une reponse de type inflammatoire, tandis que 

35 les cellules Th2 stimulent la reponse humorale de type IgA, IgE et de certaines sous- 
classes d'IgG. On sait aussi que les cytokines produites par des cellules Thl de souris 




peuvent stimuler la reponse anticorps et en particulier que PIFN-y induit une reponse 
IgG2a. 

Ainsi, des differentes etudes de Tart anterieur, emerge l'opinion selon laquelle 
l'induction d'une reponse Th2 caracterisee par Tapparition d'IgA est indispensable, 
sinon suffisante, afin d'obtenir un effet protecteur. 

De maniere surprenante, on a maintenant decouvert que, meme si une reponse 
Th2 ne nuit pas, il est aussi necessaire d'induire une forte reponse Thl. En effet, des 
resultats experimentaux demontrent maintenant qu'un effet protecteur peut etre 
correle plus aisement avec une reponse Thl qu'avec une reponse Th2. 

Contrairement a ce qui etait initialement recherche (D'Elios et al, J. Immunol. 
(1997) 1 58 : 962), la presente demande revele done l'importance d'induire une 
reponse Thl de type inflammatoire au moment de ['immunisation, sans laquelle on 
ne peut observer d'effet protecteur. 

On peut parvenir a induire une reponse Thl a 1'encontre $ Helicobacter en 
jouant sur un certain nombre de facteurs, comme par exemple le type d'adjuvant. On 
a en effet mis en evidence qu'en utilisant certains adjuvants on peut obtenir un taux 
de protection similaire ou superieur a celui observe lorsque Ton utilise la vote 
muqueuse et des adjuvants tels que les toxines bacteriennes. 

En consequence, la presente invention a pour objet : 

(a) L'usage conjoint d'un agent immunogene derive ^Helicobacter et d'un 
compose capable de favoriser Tinduction d'une reponse immune de type T- 
helper 1 (Thl) a Tencontre d! Helicobacter, dans la fabrication d'un medicament 
destine a etre administree par voie systemique pour prevenir ou traiter une 
infection a Helicobacter. 

(b) Une composition pharmaceutique qui comprend un agent immunogene derive 
6! Helicobacter et au moins un compose (capable de favoriser Tinduction d'une 
reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a 1'encontre $ Helicobacter) 
select ionne parmi : 



0) 



des saponines purifiees a partir d'un extrait de OuUlaja saponaria ; 



(ii) des lipides cationiques qui sont des inhibiteurs faibles de la proteine 
kinase C et ont une structure qui inclut un groupe lipophilique derive du 
cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et les 
carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee 
ou non, de 1 a 20 atonies de carbone, et un groupe amine cationique 
selectionne parmi les amines primaires, secondares, tertiaires et quaternaires ; 
et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 



(i) 



dans laquelle 




represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 
fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, de preference 
1 a 20 atomes de carbone, 



X represente -CH 2 -, -O- ou -NH-, 

R 2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone,de preference 1 a 20 atomes de carbone, 



R 3 , R 4 et R 5 representent chacun, independamment Tun de l'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans Iequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone, 



represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en C r C 7 , 
hydroxymethyle, l-hydroxyethyle T mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyle, 3-ureido-propyle, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyie, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyIe, 2-carbamoylethyle, 



benzyle, 4-hydroxybenzyle, 
imidazolylmethyle, 



3-indolylmethyle ou 4- 



R 8 



represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 



represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 
trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 



R 7 et R s 



peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 



(c) L'usage d'un agent immunogene derive d % Helicobacter et d'au moins un 
compose selectionne parmi les composes (i) a (iii) cites ci dessus, dans la 
fabrication d'une composition pharmaceutique capable d'induire une reponse 
immune de type T-helper 1 (Thl) a I'encontre $ Helicobacter ; et 

(d) Une methode pour prevenir ou traiter une infection promue par un 
microorganisme capable d'infecter la muqueuse gastro-duodenale d'un 
mammifere e.g., une infection a Helicobacter, selon laquelle on administre au 
mammifere par voie systemique, en une ou plusieurs fois, une composition 
contenant au moins un agent immunogene derive dudit microorganisme e.g. 
d 'Helicobacter et au moins un compose capable de favoriser Tinduction d'une 
reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a I'encontre e.g.. 6* Helicobacter. 

(e) Une methode pour prevenir ou traiter une infection promue par un 
microorganisme capable d'infecter la muqueuse gastro-duodenale d'un 
mammifere e.g., une infection a Helicobacter, selon laquelle on administre au 
mammifere, en une ou plusieurs fois, une composition contenant au moins un 
agent immunogene derive dudit microorganisme e.g. A % Helicobacter et au 
moins un compose selectionne parmi les composes (i) a (iii) cites ci dessus, et 
par laquelle une reponse immunitaire de type Thl est induite a I'encontre e.g. 
8 Helicobacter. 

On peut mettre en evidence Tinduction dune reponse Thl utile aux fins de la 
presente invention en estimant l'importance relative de la reponse Thl par rapport a 
la reponse Th2, en comparant par exemple les taux dTgG2a et dTgGl induits chez la 



souris a l'encontre $ Helicobacter, qui temoignent respectivement de la mise en 
oeuvre des reponses Thl et Th2. En effet, la reponse Thl que Ton recherche est 
generalement accompagnee d'une reponse Th2. Neanmoins, on considere que la 
reponse Th2 ne doit pas etre significativement predominate par rapport a la reponse 
5 Thl. Les taux d'IgG2a et d'IgGI induits chez la souris peuvent etre apprecies de 
maniere conventionnelle a l'aide d'un test ELISA, a condition que les tests utilises 
pour chacun des deux sous isotypes soient de meme sensibilite et en particulier que 
les anticorps anti-IgG2a et anti-IgGl soient de meme affinite. 

10 Les quantites d'IgG2a et d'IgGI peuvent etre notamment niesurees a l'aide d'un 

test ELISA identique ou similaire a celui decrit ci-apres. Les puits d'une plaque 
ELISA en polycarbonate sont enduits avec 100 ul d'un extrait bacterien 
$ Helicobacter e.g. H. pylori a environ 10 ug/ml dans du tampon carbonate. La 
plaque ELISA est incubee 2 heures a 37°C puis une nuit a 4°C. La plaque est lavee 

15 avec du tampon PBS (phosphate buffer saline) contenant 0.05 % de Tween 20 
(tampon PBS / Tween). Les puits sont satures avec 250 ul de PBS contenant 1 % de 
serum albumine bovine afin d'empecher la liaison non-specifique des anticorps. 
Apres une heure d'incubation a 37°C, la plaque est lavee avec le tampon PBS / 
Tween. L'antiserum preleve chez la souris, un cenain nombre de jours apres que 

20 cette derniere ait regu la composition destinee a Tinduction d'une reponse immune de 
type Thl a l'encontre A % Helicobacter^ est dilue en serie dans du tampon PBS / Tween. 
100 ul des dilutions sont ajoutes dans les puits. La plaque est incubee 90 minutes a 
37°C, lavee et evaluee selon des procedures standard. Par exemple, on utilise un 
anticorps de chevre anti-lgG2a ou anti-IgGl de souris couple a une enzyme telle que 

25 la peroxydase. L'incubation en presence de cet anticorps est poursuivie 90 minutes a 
37°C. On lave la plaque puis la reaction est developpee avec le substrat approprie 
(par exemple de I'O-phenyldiamine dihydrochloride lorsque l'enzyme utilisee est la 
peroxydase). La reaction est evaluee par colorimetrie (en mesurant Tabsorbance par 
spectrophotometries Le titre de l'antiserum en IgG2a ou en IgGl correspond a 

30 Tinverse de la dilution donnant une absorbance de 1,5 a 490 nm. 

L'induction d'une reponse Thl utile aux fins de la presente invention est 
marquee par un rapport des titres ELISA IgG2a : IgGl chez la souris qui doit etre 
superieur a 1/100, 1/50 ou 1/20, avantageusement superieur a 1/10, de preference 
35 superieur a 1/3, de maniere tout a fait preferee, superieur a 1/2, 5 ou 10. Lorsque ce 
rapport est aux alentours de 1, on parle alors de reponse Thl / Th2 mixte ou 



equilibree. Lorsque le rapport est superieur ou egal a 5, on peut alors parler de 
reponseThl preponderante. 

L f obtention d'une reponse Thl (ou Th2) chez la souris est predictive d'une 
reponse Thl (ou Th2) chez 1'homme. Bien qu'il soit plus facile d'evaluer le type de 
reponse chez la souris, on peut le faire egalement chez 1'homme en mesurant les taux 
des cytokines specifiques de la reponse Thl d'une part et d'autre part- de la reponse 
Th2, qui sont induites subsequemment. Les reponses Thl et Th2 peuvent etre 
evaluees directement chez l'homme l'une par rapport a l'autre sur la base des taux de 
cytokines specifiques des deux types de reponse (voir ci-dessus) e.g., sur la base du 
rapport IFN-y / IL-4. 

Alternativement, si la methode de dosage decrite ci-dessus est mise en oeuvre, 
on peut prevoir que le titre ELISA qui reflete la quantite d'lgG2a, doit etre egal ou 
superieur a 10 000, de preference egal ou superieur a 100 000, de maniere 
particulierement preferee egal ou superieur a 1 000 000 ; ceci signifie alors que la 
reponseThl est significative. 

Le mammifere auquel est destinee la composition pharmaceutique ou la 
methode est avantageusement un primate, de preference un humain. 

Selon un mode avantageux, on utilise au moins deux composes ; Tun etant 
selectionne parmi les saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria 
et l'autre etant selectionne parmi des lipides cationiques qui sent des inhibiteurs 
faibles de la proteine kinase C et ont une structure qui inclut un groupe lipophilique 
derive du cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et 
les carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee 
ou non, de 1 a 20 atonies de carbone, et un groupe amine cationique selectionne 
parmi les amines primaires, secondaires, tertiaires et quaternaires. 

Des saponines utiles aux fins de la presente invention sont notamment decrites 
dans le brevet US N° 5,057,540 par reference non a leurs structures mais aux 
fractions dans lesquelles elles sont presentes apres fractionnement d'un extrait 
aqueux de l'ecorce de Quillaja saponaha Molina, par chromatographic liquide a 
haute pression (HPLC) et chromatographic a basse pression sur silice. En particulier 
on cite les fractions QA-7, QA-17, QA-1S et QA-21 aussi denornmee QS-2L 
L'usage de cette derniere est particulierement avantageux. Le QS-21 est connu pour 



etre un adjuvant qui favorise 1'induction d'une reponse immune majoritairement de 
type Thl. On parle alors d' adjuvant de type Thl. 

Des lipides cationiques utiles aux fins de la presente invention sont notamment 
5 decrits dans le brevet US N° 5,283,185. A titre d'exemple, on cite le iodure de 
cholesteryl-SP-carboxyl-amido-ethylenetrimethylammonium, le iodure de 1- 
dimethylamino-3-trimethylammonio-DL-2-propyl-cholesteryl carboxylate, le iodure 
de cholesteryl-3p-carboxyamidoethyleneamine, le iodure de cholesteryl-3p- 
oxysyccinamidoethylenetrimethylammonium, le iodure de 1 -dimethylamino-3- 

10 trimethylammonio-DL-2-propyl-cholesteryl-3(3-oxysuccinate, le iodure de 2-[(2- 
trimethylammonio)-ethylmethylamino] ethyl-cholesteryl-3p-oxysuccinate, le 3p-[N- 
(polyethyleneimine)-carbamoyl] cholesterol, et le 3p [N-(N\ N'- 
dimethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol (DC-chol) ; ce dernier etant 
particulierement avantageux. Le DC-chol est connu pour etre un adjuvant qui 

1 5 favorise 1'induction d'une reponse equilibree mixte de type Th 1 / Th2. On parle alors 
d'adjuvant de type Thl / Th2 ou Thl + Th2. 

Ces lipides cationiques peuvent etre utilises en dispersion ou bien mis sous 
forme de liposomes. Des liposomes peuvent etre realises com me cela est decrit dans 
20 le brevet US N° 5,283,185, en associant les lipides cationiques avec un 
phospholipide neutrec.£\, la phosphatidylcholine ou la phosphatidylethanolamine. 

Des glycolipopeptides utiles aux fins de la presente invention sont notamment 
decrits dans le brevet US N° 4,S55,2S3 et EP 206,037. 11 s'agit en particulier des 

25 glycolipides de formule generale (I) dans laquelle un reste de sucre est un reste 2- 
amino-2-desoxy-D-glucose ou 2-amino-2-desoxy-D-galactose. Le groupe 2-amino 
de famino-sucre peut etre lie a la glycine, la sarcosine, 1'acide hippurique, l'alanine, 
la valine, la leucine, Tisoleucine, la serine, la threonine, la cysteine, la methionine, 
l'ornithine, la citrulline, 1'arginine, facide aspartique, fasparagine, 1'acide glutamique, 

30 la glutamine, la phenylalanine, la tyrosine, la proline, le tryptophane ou Thistidine 
sous forme D ou L ou avec des acides aminocarboxyliques comme 1'acide x- 
aminobutyrique, facide oc-aminovalerianique, facide x-aminocaproique ou facide x 
-aminoheptanoique sous forme D ou sous forme L. 

35 Plus particulierement, on cite les glycolipopeptides suivants : 

N-(2-glycinamido-2-deoxy-p-deoxy-P-D-gIucopyranosyl)-N-dodecyldodecanoyl- 
amide, 




N-(2-glycinamido-2-deoxy-3-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-actadecanoylamide, 
N-(2-glycinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-tetradecyl-dodecanoylamide ;i 
N-(2-L-alaninamido-2deoxy-P-D-glucopyranosyI)-N-dodecyl-dodecanoylamide 1 
N-(2-D-alanimamido-2deoxy-P-D-gIucopyranosyl)-N-dodecyl-octadecanoylamide ) 
5 N-(2-L-phenylalaninamido-2-deoxy-p-D-gIucopyranosyl)-N-dodecyl-octadecanoyl- 
amide, 

N-(2-L-valinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-octadecyldodecanoylamide, 
N-(2-L-valinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyl)-N-octadecyI-tetradecanoylamide, 
N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)-N-dodecyl-dodecanoyIamide, 
10 N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-P-D-gIucopyranosyl)-N-octadecyl-dodecanoylamide 
(Bay R1005), et 

N-(2-sarcosinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyI)-N-octadecyl-dodecanoylamide. 

D'autres adjuvants capable de favoriser une reponse immune de type Thl 
15 (c'est-a-dire des adjuvants de type Thl ou Thl / Th2) existent dans l'etat-de la 
technique parmi lesquels Thomme du metier est capable de selectionner celui qui 
correspond le mieux a ses besoins. A titre indicatif, on cite notamment les liposomes 
; les ISCOMS ; les microspheres ; les chochleates proteiques ; les vesicules formees 
de surfactants non-ioniques ; les dispersions d'amphiphiles cationiques dans de 1'eau ; 
20 les emulsions huile/eau ; le muramidyldipeptide (MDP) et ses derives tels que le 
glucosyl muramidyldipeptide (GMDP), le threonyl-MDP, le murametide- et la 
murapalmitine ; ainsi que divers autres composes tels que le inonophosphoryl-lipide 
A (MPLA) lipopolysaccharide majeur de la paroi d'une bacterie, par exemple d'/V. 
co/i, de Salmonella minnesofa, de Salmonella typhimitrium ou de Shigella jlexneri ; 
25 l*algane-glucane ; la gamma-inuline ; le calcitriol et la loxoribine. 

Des liposomes utiles aux fins de le presente invention peuvent etre notamment 
selectionnes parmi des liposomes pH-sensibles tels que ceux formes par melange de 
d'hemisuccinate de cholesterol (CHEMS) et de dioleyl phosphatidyl ethanolamine 

30 (DOPE) ; des liposomes contenant des lipides cationiques reconnus pour leurs 
proprietes fusiogenes, tels que le 3 beta -(N-(N\N'-dimethyl aminoethane)- 
carbamoyl) cholesterol (DC-chol) et ses equivalents decrits dans le brevet US N° 
5,2S3,185 et WO 96/14831 ou un sel de ceux-ci, le bromure de 
dimethyldioctadecylammonium (DDAB) et les composes BAY decrits dans EP 

35 91645 et EP 206 037, par exemple le Bay R1005 (N-(2-desoxy-2-L-leucylamino- 
beta-D-g!ucopyranosyl)-N-octadecyl dodeca-noylamide acetate ; et des liposomes 



contenant du MTP-PE, un derive lipophile du. MDP (muramidyldipeptide). Ces 
liposomes sont utiles pour adjuvanter tous les agents immunogenes cites. 

Des ISCOMs utiles aux fins de la presente invention peuvent etre notamment 
5 selectionnes parmi les ceux composes de QuilA ou de QS-21 associe a du cholesterol 
et eventuellement aussi a un phospholipide tel que la phosphatidylcholine. Ceux ci 
sont particulierement interessants pour la formulation des antigenes lipides. 

Des microspheres utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
10 notamment formes a partir de composes tels que le polylactide-co-glycolide 
(PLAGA), l'alginate, le chitosan, le polyphosphazene et de nombreux autres 
polymeres. 

Des chochleates proteiques utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 
15 notamment selectionnes parmi ceux formes a partir de cholesterol et eventuellement 
d'un phospholipide additionnel tel que la phosphatidylcholine Ceux-ci sont surtout 
interessants pour la formulation des antigenes lipides. 

Des vesicules formees de surfactants non-ioniques utiles aux fins de la presente 
20 invention peuvent etre notamment formees par un melange de I-monopalmitoyI 
glycerol de cholesterol et de dicetylphosphate Elles sont une alternative aux 
liposomes classiques et peuvent etre utilisees pour la formulation de tous les agents 
immunogenes cites. 

25 Des emulsions huile/eau utiles aux fins de la presente invention peuvent etre 

notamment selectionnees parmi le MF59 (Biocine-Chiron). le SAF1 (Syntex) et les 
montanides ISA5 1 et 1SA720 (Seppic). 

L'agent immunogene derive ^Helicobacter est avantageusement selectionne 
30 parmi une preparation de bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire 
<X Helicobacter, un peptide et un polypeptide d'He/icobacter sous forme purifiee. 

Aux fins de la presente invention, une preparation de bacteries inactivees peut 
etre obtenue selon des methodes conventionnelles bien connues de 1'homme de Tart. 
35 II en est de meme d'un lysat bacterien. Une dose de bacteries inactivees ou de lysat 
cellulaire, appropriee a des fins prophylactiques ou therapeutiques, peut etre 
determinee par Thomme de Tart et depend d'un certain nombre de facteurs tel que 



l'individu auquel est destine le vaccin e.g., age, de l'antigene lui-meme, de la voie et 
du mode d'administration, de la presence/absence ou du type d'adjuvant, ainsi que 
cela peut etre determine par l'homme de 1'art. D'une rnaniere generate, on indique 
qu'une dose appropriee est d'environ 50 |ig a 1 mg a environ 1 mg, de lysat. 

Un peptide ou un polypeptide derive d 'Helicobacter peut etre purifie a partir 
d' Helicobacter ou obtenu par les techniques du genie genetique ou bien encore par 
synthese chimique. Ce dernier procede est avantageux dans le cas des peptides. On 
appelle "peptide" toute chaine d'acides amines dont la taille est inferieure a environ 
50 acides amines. Lorsque la taille est superieure, on utilise le terme de 
"polypeptide" qui est aussi interchangable avec le terme "proteine". Un peptide ou 
polypeptide utile aux fins de la presente invention peut etre identique ou similaire a 
celui existant dans les conditions naturelles. II est similaire en ce qu'il est capable 
d'induire une reponse immune de la meme nature mais il peut comporter ceaaines 
variations structurelles comme par exemple une mutation, 1'adjonction d'un residu de 
nature lipidique ou bien etre sous forme de peptide ou de polypeptide de fusion. 

Une dose du peptide ou du polypeptide, appropriee a des fins prophylactiques 
ou therapeutiques, peut etre determinee par Thomme de Tart et depend d'un certain 
nombre de facteurs tel que I'individu auquel est destine le vaccin e.g., age, de 
l'antigene lui-meme, de la voie et du mode d'administration, de la presence/absence 
ou du type d'adjuvant, ainsi que cela peut etre determine par l'homme de Tart. D'une 
rnaniere generate, on indique qu'une dose appropriee est d'environ 10 ug a environ 1 
mg, de preference a environ 100 ug. 

L'agent immunogene derive ^Helicobacter peut etre n'importe quel 
polypeptide d % Helicobacter e.g.. d'H. pylori. II peut notamment s'agir d'un 
polypeptide present dans le cytoplasme, d'un polypeptide de la membrane interne ou 
exteme ou d'un polypeptide secrete dans le milieu exterieur. De nombreux 
polypeptides d'He/icobacter ont deja ete decrits dans la litterature, soit par reference 
a leur sequence d'acides amines deduites de la sequence du gene correspondant clone 
ou identifie, soit par reference a un procede de purification qui permet de les obtenir 
sous forme isolee du reste de leur environnement naturel. A titre indicatif, on cite en 
particulier les document suivants : WO 94/26901 and WO 96/34624 (HspA), WO 
94/09023 (CagA), WO 96/3S475 (HpaA), WO 93/181150 (cytotoxine), WO 
95/27506 et Hazell et al, J. Gen. Microbiol. (1991) 137 : 57 (catalase), FR 2 724 936 
(recepteur membranaire de la lactoferrine humaine), WO 96/4 1SS0 (AIpA), EP 752 



473 (Fib A) and OToole et al, J. Bact. (1991) 173 : 505 (TsaA). D'autres 
polypeptides sont aussi decrits dans WO 96/40893, WO 96/33274, WO 96/25430 et 
WO 96/33220. Un polypeptide utile aux fins de la presente invention peut etre 
identique ou similaire a Tun de ceux cites en reference dans la mesure ou il est 
5 capable de promouvoir une reponse immune a rencontre # Helicobacter . A condition 
de remplir cette derniere condition, l'agent immunogene peut aussi etre un peptide 
derive d'un polypeptide cite en reference. 

De maniere avantageuse, on utilise un polypeptide selectionne parmi les sous- 
10 unites UreA et UreB de l'urease $ Helicobacter (voir WO 90/4030). De preference, 
on les utilise toutes les deux, associees en forme d'apoenzyme de l'urease ou encore 
sous forme multimerique (voir WO 96/33732). 

Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 
15 contenir un unique agent immunogene ou plusieurs. Par exemple une composition 
avantageuse peut comprendre UreA et UreB e.g., sous forme d'apoenzyme, ainsi que 
un ou plusieurs autres polypeptides notamment selectionnes parmi ceux cites ci- 
avant. 

20 Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 

en outre contenir des composes autres que l'agent immunogene lui-meme et 
l'adjuvant de type Thl ou Thl/Th2 ; la nature de ces composes dependant dans une 
certaine mesure d£ la nature de l'agent immunogene. bacteries inactivees, lysat 
cellulaire, peptide ou polypeptide. Par exemple une composition peut aussi 

25 comprendre un adjuvant capable de favoriser 1'induction d'une reponse immune de 
type Th2 e.g. un compose d'aluminium tel que raluminium hydroxide, l'aluminium 
phosphate ou 1'aluminium hydroxy phosphate. Ceci peut etre avantageux dans le cas 
ou Tadjuvant utile an fins de la presente invention est un adjuvant de type Thl tel 
queleQS-21. 

30 

L'efficacite therapeutique ou prophylactique d'une methode ou d'un usage selon 
l'invention peut etre evaluee selon des methodes standard e.g., en mesurant 
1'induction d'une reponse immune ou 1'induction d'une immunite therapeutique ou 
protectrice en utilisant e.g., le modele souris / H. fe/is et les procedures decrits dans 
35 Lee et al, Eur. J. Gastroenterology & Hepatology (1995) 7 : 303 ou Lee et al, 1 
Infect. Dis. (1995) ]72 : 161. L'homme de l'art s'avisera que H fe/is peut etre 
remplace dans le modele souris par une autre espece 8 Helicobacter. Par exemple, 
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l'efficacite d'un agent immunogene derive d'H. pylori est de preference evalue dans 
un modele souris metant en oeuvre une souche d7/. pylori adaptee a la souris. 
L'efficacite peut etre determinee en comparant le degre d'infection dans le tissu 
gastrique (en mesurant l'activite urease, la charge bacterienne ou Tetat de la gastrite) 
5 a celui d'un groupe controle. II y a effet therapeutique ou effet protecteur lorsque 
Tinfection est reduite par comparaison au groupe controle. 

Une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention peut 
etre fabriquee de maniere conventionnelle. En particulier, elle peut etre formulee 

10 avec un diluent ou un porteur acceptable d'un point de vue pharmaceutique e.g., de 
l'eau ou une solution saline. En general, le diluent ou le porteur peut etre selectionne 
en fonction du mode et de la voie d'administration et selon les pratiques 
pharmaceutiques standard. Des porteurs ou des diluents appropries ainsi que ce qui 
est indispensable a 1'elaboration d'une composition pharmaceutique sont decrits dans 

15 Remington's Pharmaceutical Sciences, un livre de reference standard dans ce 
domaine. 

Les methodes selon l'invention ainsi que les compositions utiles a ces fins 
peuvent etre mises en oeuvre pour trailer ou prevenir La. les infections a 
20 Helicobacter et par consequent, les maladies gastroduodenales associees a ces 
infections, y compris les gastrites aigues, chroniques ou atrophiques, les uiceres 
peptiques e.g., les uiceres gastriques ou duodenaux. 

Une composition pharmaceutique selon ['invention peut etre administree de 
25 maniere conventionnelle notamnient par voie muqueuse e.g., par voie oculaire, orale 
e.g. buccale ou gastrique, pulmonaire, intestinale, rectale, vaginale ou urinaire ou par 
voie systemique, notamment parenterale e.g., intraveineuse, intramusculaire, 
intradermique, intraepidermique et sous-cutanee. De preference, on utilise la voie 
parenterale. Lorsque la voie parenterale est mise en oeuvre, on choisit de preference 
30 un site d'administration situe sous le diaphragme d'un individu. La region dorso- 
lombaire constitue par exemple un site d'administration approprie, notamment pour 
les voies intraepidermiques, intramusculaire, intradermique et sous-cutanee ; ces 
dernieres etant choisies de preference a la voie intraveineuse. 

35 Afin d'obtenir un effet protecteur ou therapeutique, Toperation qui consiste a 

administrer une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention 
peut etre repetee une ou plusieurs fois, de preference au moins deux fois, en laissant 

•I 



un certain intervalle de temps entre chaque administration ; intervalle qui est de 
l'ordre de la semaine ou du mois. Sa determination precise est a la portee de l'homme 
du metier et peut varier en fonction de divers facteurs tels que la nature de l'agent 
immunogene, l'age de l'individu, etc. 

Selon un mode particulier, le protocole de vaccination est mis en oeuvre en 
utilisant la meme voie d'administration lors de la primo-immunisation et des rappels. 
Dans ce cas la, on parle par exemple d'administration system ique stricte. 

"Une methode dans laquelle I'administration de l'agent immunogene est mise 
en oeuvre par voie systemique stricte" est definie comme une methode ne mettant 
pas en jeu de voie d'administration autre que la voie systemique. Par exemple, une 
methode dans laquelle l'agent immunogene est administre par voie systemique et par 
voie muqueuse, ne repond pas a la definition enoncee ci-avant. En d'autres termes, 
"une methode dans laquelle I'administration de l'agent immunogene est mise en 
oeuvre par voie systemique stricte" doit etre comprise comme une methode dans 
laquelle l'agent immunogene est administre par voie systemique a ('exclusion de 
toute autre voie, notamment la voie muqueuse. 

A titre illustratif non-limitatif, on evoque un schema de vaccination qui 
consiste a administrer i'apoenzyme de 1'urease en association avec le QS-21, ie DC- 
chol ou un de leurs equivalents, trois fois par voie sous-cutanee. dans la region 
dorso-lombaire avec un intervalle de deux a quatre semaines entre chaque 
administration. 

On peut aussi prevoir que I'administration d'une composition pharmaceutique 
selon la presente invention peut etre une simple etape faisant panie d'un protocole de 
vaccination plus elabore. Par exemple, une composition pharmaceutique selon la 
presente invention peut etre precedee ou suivie de I'administration d'une composition 
pharmaceutique contenant un agent immunogene derive d'Heficobacter choisi de 
maniere independante parmi ceux enonces ci-avant ou parmi d'autres tels qu'un 
vecteur vaccinal ou une molecule d'ADN ; mais ne contenant pas de QS-21, de DC- 
chol ou un de leurs equivalents ; ceux-ci pouvant alors etre remplace par un tout 
autre adjuvant ; les deux compositions pouvant etre administrees par des voies 
identiques ou differentes. 

A titre illustratif non-limitatif, on evoque les protocoles suivants : 




- Une primo-immunisation par voie systemique, avec l'apoenzyme de I'urease 
en presence de QS-21, suivie de deux rappels avec l'apoenzyme de I'urease en 
presence de QS-21 ou de LT par voie muqueuse ; et 

5 

- Une primo-immunisation par voie systemique, avec un poxvirus codant 
pour UreA et UreB suivie de deux rappels avec l'apoenzyme de I'urease en presence 
de QS-21, par voie systemique ou muqueuse. 

10 Des agents imrnunogenes autres que ceux decrits ci-avant et pouvant etre 

utilises dans un protocole de vaccination multi-etapes comprenant une etape 
d'administration mettant en jeu un medicament utile aux fins de la presente invention 
ou une composition selon la presente invention, peuvent etre seiectionnes parmi une 
une molecule polynucleotidique, notamment une molecule d'ADN comportant une 

15 sequence codant pour un peptide ou un polypeptide ^Helicobacter placee sous le 
controle des elements necessaires a son expression dans une cellule de mammifere ; 
ou bien encore un vecteur vaccinal comportant une sequence codant pour un peptide 
ou un polypeptide ^Helicobacter placee sous le controle des elements necessaires a 
son expression dans une cellule de mammifere (si il s'agit d'un vecteur viral) ou chez 

20 un procaryote (si il s'agit d'un vecteur bacterien). 

La molecule d'ADN peut avantageusement etre un plasmide qui est incapable a 
la fois de se repliquer et de s'integrer de maniere substantielle dans le genome d'un 
mammifere. La sequence codante citee ci-dessus est placee sous le controle d'un 

25 promoteur permettant l'expression dans une cellule de mammifere. Ce promoteur 
peut etre ubiquitaire ou specifique d'un tissu. Parmi les promoteurs ubiquitaires, on 
cite le promoteur precoce du Cytomegaloviais (decrit dans le brevet US n° 
4,16S,062) et le promoteur du virus du sarcome de Rous (decrit dans Norton &: 
Coffin, Molec. Cell. Biol. (19S5) 5 : 281). Le promoteur desmine (Li et al, Gene 

30 (19S9) 78 : 244443 ; Li & Paulin, J. Biol. Chem. (1993) 26S : 10403) est un 
promoteur selectif permet l'expression dans les cellules musculaires et aussi dans les 
cellules de la peau. Un promoteur specifique des cellules musculaires est par 
example le promoteur du gene de la myosine ou de la dystrophine. Des vecteurs 
plasmidiques que Ton peut utiliser aux fins de la presente invention sont decrits La., 

35 dans WO 94/21797 et Hartikka et al, Human Gene Therapy (1996) 7 : 1205. 



• ->6. # 



Dans une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente invention, 
la molecule nucleotidique e.g. la molecule d'ADN peut etre formulee ou non. Le 
choix de la formulation est tres varie. L'ADN peut etre simplement dilue dans une 
solution acceptable d'un point de vue physiologique avec ou sans porteur. Lorsque ce 
5 dernier est present, il peut etre isotonique ou faiblement hypertonique et avoir basse 
force ionique. Par exemple, ces conditions peuvent etre remplies par une solution de 
sucrose e.g. a 20 %. 

De maniere alternative, le polynucleotide peut etre associe avec des agents qui 
10 favorise l'entree dans la cellule. Ce peut etre (ii) un agent chimique qui modifie la 
permeabilite cellulaire, telle que la bupivacaine (voir par exemple WO 94/16737) ou 
(ii) un agent s'associant au polynucleotide et agissant en tant que vehicule facilitant 
le transport du polynucleotide. Ce dernier peut etre notamment des polymeres 
cationiques e.g. de la polylysine ou une polyamine e.g. des derives de la spermine 
15 (voir WO 93/18759). Ce peut etre egalement des peptides fusogeniques e.g. du 
GALA ou de la Gramicidine S (voir WO 93/1976S) ou bien encore des peptides 
derives des proteines de fusion virales. 

II peut aussi s'agir de lipides anioniques ou cationiques. Les lipides anioniques 
20 ou neutres sont connus depuis longtemps com me pouvant servir d'agents de 
transport, par exemple sous forme de liposomes, a un grand nombre de composes y 
compris les polynucleotides. Une description detaillee de ces liposomes, de leurs 
constituants et de leurs precedes de fabrication est par exemple fournit par 
Liposomes : A Practical Approach, RPC New Ed, IRL press (1990). 

25 

Les lipides cationiques sont aussi connus et communement utilises comme 
agents de transport pour les polynucleotides. On cite par exemple la Lipofectin TV 
aussi connue sous le nom de DOTMA (N-[l-(2,3-dioleyloxy) propyl J-N,N,N- 
trimethylammonium chloride), le DOTAP ( l,2-bis(oleyloxy)-3-(trimethylammonio) 

30 propane), le DDAB (dimethyldioctadecylammonium bromide), le DOGS 
(dioctadecylamidoglycyl spermine) et les derives du cholesterol tel que le DC-choI 
(3 beta -(N-(N',N'-dirnethyl aminoethane)-carbamoyl) cholesterol). Une description 
de ces lipides est fournie par EP 1S7,702, WO 90/11092, le brevet US N° 5,2S3,1S5, 
WO 91/15501, WO 95/26356 et le brevet US N° 5,527,928. Les lipides cationiques 

35 sont utilises de preference avec un lipide neutre tel que le DOPE (dioleyl 
phosphatidylethanolamine) comme par exemple cela est decrit dans WO 90/1 1092. 




Des microparticules d'or ou de tungstene peuvent aussi etre utilisees comme 
agents de transport, tel que c'est decrit dans WO 91/359, WO 93/17706 et Tang et al, 
Nature (1992) 356 : 152. Dans ce cas la, le polynucleotide est precipite sur les 
microparticules en presence de chlorure de calcium et de spermidine puis l'ensemble 
5 est administre par jet a haute vitesse dans le derme ou dans l'epiderme, a 1'aide d'un 
appareil sans aiguille tel que ceux decrits dans les brevets US N° 4,945,050 et N° 
5,015,580 et WO 94/24243. 

La quantite d'ADN qui peut etre utilisee pour vacciner un individu depend d'un 
10 certains nombre de facteurs tels que par exemple la force du promoteur utilise afin 
d'exprimer l'antigene, I'immunogenicite du produit exprime, la condition du 
mammifere auquel est destinee l'administration (e.g., le poids 1'age, et I'etat de sante 
general), le mode d'administration et le type de formulation. En general une dose 
appropriee a un usage prophylactique ou therapeutique chez un adulte de l'espece 
15 humaine est d'environ 1 ug a environ 5 mg, de preference d'environ 10 ug a environ 
I mg, et de maniere tout particulierement preferee d'environ 25 ug a environ 500 ug. 

Parmi les agents immunog'enes cites precedemment, on trouve les vecteurs 
vaccinaux. Parmi les vecteurs d'origine virale on trouve notamment les adenoviais et 

20 les poxvirus. Un exemple de vecteur derive d'un adenovirus ainsi qu'une methode 
pour construire un -vecteur capable d'exprimer une molecule d'ADN codant pour un 
peptide ou polypeptide utile aux fins de la presente invention sont decrits dans le 
brevet US N° 4,920,209. Des poxvirus qui peuvent etre utilises de meme, sont par 
exemple les virus de la vaccine et du canarypox. lis sont decrits de maniere 

25 respective dans les brevets US N° 4,722,S4S et 5,364,773 (voir aussi e.g., Tartaglia 
et al, Virology (1992) 188 : 217 et Taylor et al. Vaccine (1995) 13 : 539). Des 
poxvirus capable d'exprimer un peptide ou polypeptide utile aux fins de la presente 
invention peuvent etre obtenus par recombinaison homologue tel que decrit dans 
Kieny et al. Nature (19S4) 312 : 163, de maniere a ce que le fragment d'ADN codant 

30 pour le peptide ou le polypeptide soit place dans des conditions appropriees a son 
expression dans des cellules de mammiferes. Un vecteur bacterien tel que le Bacille 
bilie de Calmette-Guerin peut etre aussi envisage. 

D'une maniere generale, la dose d'un vecteur viral destinee a des fins 
35 prophylactiques ou therapeutiques peut etre d'environ 1x10-* a environ lxlO 11 , de 
maniere avantageuse d'environ lxlO 7 a environ lxl0 i0 , de preference d'environ 
IxlO 7 a environ lxlO 9 unites formant plaques per kilogram. 



• -,s- * 



Parmi les vecteurs bacteriens, on cite notamment Shigella, Salmonella, Vibrio 
cholerae, Lactobacillus et Streptococcus. Des souches mutantes non-toxiques de 
Vibrio cholerae qui peuvent etre utiles comme vaccin vivant, sont decrites dans 
5 Mekalanos et el, Nature (1983) 306 : 551 et le brevet US N° 4,SS2,278 (souche dans 
laquelle une partie substantielle de la region codant pour chacun des deux alleles 
ctxA a ete deletee de maniere a ce qu'aucune toxine fonctionnelle ne puisse etre 
produite) ; WO 92/11354 ( souche dans laquelle le locus irgA est inactive par 
mutation ; cette mutation peut etre combinee dans une meme souche avec des 
10 mutations ctxA) ; at WO 94/1533 (mutant obtenu par deletion a qui il manque des 
sequences fontionnelles ctxA et attRSI). Ces souches peuvent etre modifiees 
genetiquement afin d'exprimer des antigenes heterologues tel que decrit dans WO 
94/19482. 

1 5 Des souches attenuees de Salmonella typhimurium modifiees genetiquement ou 

non pour l'expression recombinante d'antigenes heterologues, ainsi que leurs usage 
en tant que vaccins sont decrits dans Nakayama et ai, BioTechnology (19SS) 6 : 693 
et WO 92/11361. 

20 D'autres bacteries utiles en tant que vecteurs vaccinaux sont decrits dans High 

et al, EMBO (1992) 1 1 : 1991 et Sizemore et al. Science (1995) 220 : 299 (Shigella 
flexneri) ; Medaglini et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1995) 92 : 6S6S 
{Streptococcus gordonii) ; et Flynn J.L. Cell. Mol. Biol. (1994) 40 (suppl. I) : 31, 
WO SS/6626, WO 90/0594, WO 91/13157, WO 92/1796 et WO 92/21376 (Bacille 

25 de Calmette Guerin). 

Dans les vecteurs bacteriens la sequence d'ADN codant pour un peptide ou 
polypeptide $ Helicobacter peut etre inseree dans le genome bacterien ou bien rester 
a l'etat libre, portee par un plasmide. 

30 

De meme une molecule d'ADN ou un vecteur vaccinal peuvent comporter une 
sequence codant pour n'importe quel polypeptide ou peptide decrit ci-dessus. 

Une molecule d'ADN, de preference un vecteur vaccinal viral peut aussi 
35 comporter une sequence codant pour une cytokine, par exemple une lymphokine 
telle que l'interIeukine-2 ou -12, sous le controle d'elements appropries pour 
expression dans une cellule de mammifere. Une alternative a cette option consiste 



Ss^:W -i9 



aussi a ajouter dans une composition pharmaceutique utile aux fins de la presente 
invention comprenant une molecule d'ADN ou un vecteur, une autre molecule ou 
vecteur viral codant pour une cytokine. 

5 D'une maniere generale, 1'invention a done egalement pour objet une 

composition pharmaceutique destinee a traiter ou a prevenir une infection a 
Helicobacter qui comprend pour administration consecutive : (i) un premier produit 
contenant (a) un agent immunogene derive $ Helicobacter selectionne de maniere 
independante, parmi une preparation de bacteries Helicobacter inactivees, un lysat 

10 cellulaire <H Helicobacter, un peptide et un polypeptide d % Helicobacter sous forme 
purifiee, et (b) un compose capable de favoriser Tinduction d'une reponse immune de 
type Thl et (ii) un deuxieme produit contenant un agent immunogene derive 
d Helicobacter selectionne de maniere independante, parmi une preparation de 
bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire 8 Helicobacter, un peptide et un 

15 polypeptide ^Helicobacter sous forme purifiee, une molecule d'ADN comportant 
une sequence codant pour un peptide ou un polypeptide ^Helicobacter pla^ee sous le 
controle des elements necessaires a son expression et un vecteur vaccinal comportant 
une sequence codant pour un peptide ou un polypeptide $ Helicobacter pla^ee sous le 
controle des elements necessaires a son expression ; de preference a condition que, 

20 lorsqu'un premier produit contient un peptide ou un polypeptide et un deuxieme 
produit contient une molecule d'ADN ou un vecteur vaccinal, ladite sequence 
codante de la molecule d'ADN ou du vecteur vaccinal code pour le peptide ou 
polypeptide contenu dans le premier produit. 

25 Dans la description ci-avant on s'est essentiellement refere aux infections a 

Helicobacter et aux moyens de les combattre en prevention et en prophylaxie. 
Neanmoins, on doit comprendre que les principes et methodes enonces ci-avant 
peuvent s'appliquer mutatis mutandis a toute autre infection induite par un 
microorganisme quelconque dont le siege est I'estomac ie duodenum ou I'intestin. 

30 

On precise en outre que tous les documents publies et cites dans la presente 
demande sont incorpores par reference. 
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L'invention est illustree ci-apres par reference aux figures suivantes. 

La Figure 1 se refere a I'Exemple 1 et presente les niveaux d'activite urease 
apres epreuve, mesuree 4 hrs apres le sacrifice des souris ayant revues par 3 fois, a 
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JO, J28 et J56 : (a) une preparation d'urease encapsulee a environ 80 % dans des 
liposomes DC-chol, dans les muscles dorso-lombaires ; ou (b) une preparation 
d'urease adjuvantee par de la toxine cholerique, par voie intragastrique. Les 
experiences (c) et (d) correspondent respectivement aux temoins positifs et negatifs. 

5 

La Figure 2 se refere a l'Exemple 1 et presente les niveaux d'activite urease 
apres epreuve, mesuree 4 hrs apres le sacrifice des souris ayant revues par 3 fois, a 
JO, J28 et J56 : (a) une preparation d'urease adjuvantee par de la toxine cholerique, 
par voie intragastrique ou (b) une preparation d'urease adjuvantee par du PCPP, par 
10 voie sous-cutanee dans la partie sous-lombaire posterieure gauche ; ou (c) une 
preparation d'urease adjuvantee par du QS-21, par voie sous-cutanee dans le bas du 
dos. Les experiences (c) et (d) correspondent respectivement aux temoins positifs et 
negatifs. 

•5 La Figure 3 presente les quantites d'immunoglobulines seriques induites chez 

les singes soumis a des protocoles d'immunisation decrits dans l'Exemple 2, et 
exprimees en titre ELISA. Un groupe controle comprenant 4 singes et trois groupes 
test sont formes, chacun des groupes test comprenant S singes ; chaque groupe test 
est divise en deux sous-groupes de 4 singes, Tun recevant uniquement la preparation 

20 H. pylori inactivee (1, 2 et 3) et Pautre recevant la preparation H. pylori inactivee et 
de Purease recombinante (lu, 2u et 3u). Le groupe I et 1 u correspond au protocole 
d'administration [nasal -r intragastrique, 4 fois] ; le groupe 2 et 2u correspond au 
protocole d'administration [intramusculaire, 4 fois] ; le groupe 1 et lu correspond au 
protocole d'administration [nasal + intragastrique, intramusculaire, nasal -r 

25 intragastrique, intramusculaire]. Le titre ELISA est mesure trois fois : une premiere 
fois, a JO (bande blanche), une deuxieme fois a J42 (bande grise), une troisieme fois 
a J7S (bande noire). 



La Figure 4 presente les quantites d'immunoglobulines seriques induites chez 
30 les souris soumises aux protocoles d'immunisation decrits dans l'Exemple 3, et 
exprimees en titre ELISA. O indique le titre ELISA en IgG2a et ♦ indique le titre 
ELISA en IgGl. Deux groupes controle (temoins positif et negatifh quatre groupes 
test (Al a A4) ainsi qu'un groupe de reference (LT) sont formes ; chacun des 
groupes comprenant 10 souris. Les mesures des quantites d'immunoglobulines 
35 seriques sont effectuees pout seulement 5 souris parmi les dix. Les souris des 
groupes Al a A4 ont re?ues des doses de 10 ug d'urease par voie sous cutanee dans 
la partie sous-lombaire posterieure gauche, en presence de QS-21 (Al), Bay R1005 



(A2), DC-chol (A3) ou de PCPP (A4). Les souris du groupe de reference ont re?ues 
des doses de 40 d'urease par voie orale en presence de la proteine heat-labile d'£. 
coli. 

La Figure 5 presente les taux d'activite urease mesures au niveau de la 
muqueuse stomacale, a DO550 4 heures apres que les souris soumises aux protocoles 
d'immunisation decrits dans I'Exernple 3, aient ete sacrifices. Les groupes sont tels 
que decrits pour la Figure 4. 

La Figure 6 presente les taux d'activite urease mesures au niveau de la 
muqueuse stomacale, a DO55Q 24 heures apres que les souris soumises aux 
protocoles d'immunisation decrits dans I'Exernple 3, aient ete sacrifices. Les groupes 
sont tels que decrits pour la Figure 4. 

La Figure 7 presente la charge bacterienne mesuree au niveau de la muqueuse 
stomacale, apres que les souris soumises aux protocoles d'immunisation decrits dans 
1'Exemple 3, aient ete sacrifices. Les groupes sont tels que decrits pour la Figure 4. 

Les Figures 8A et SB presentent l'activite urease (Fig. 6A) evaluee apres 4 hrs 
(OD a 550 nm) avec le Jatrox test (Procter & Gamble) et la charge bacterienne (Fig. 
6B) chez des souris infectees par H. pylori et ensuite soumises a differents 
traitements A-H [A : LT + urease par voie orale ; B : QS21 + urease, par voie 
parenterale, au niveau du cou ; C : QS21 + urease, par voie parenterale, dans la 
region lombaire ; D : QS21 seul par voie sous-cutanee, dans la region lombaire ; E ; 
Bay R1005 + urease, par voie parenterale, au niveau du cou ; F : Bay R1005 + urease 
par voie parenterale, dans la region lombaire ; G : Bay R1005 seul, par voie sous- 
cutanee dans la region lombaire (controle) ; H : solution saline par voie sous-cutanee 
dans la region lombaire (controle positif)] I represente le controle negatif. 




Exemple 1 : Etudes d'immunisation chez la souris 
1A - Materiel et methodes 
5 Souris 

Des souris femelles Swiss de 6/8 semaines ont ete fournies par Janvier (France). 
Pendant toute la duree de 1'experience on a utilise du materiel sterilise ; les cages 
etaient protegees par des "isocaps" ; les souris ont ete nourries avec de 1'eau filtree et 
des aliments irradies. 

10 

Protocole d'administration 

Lors de chaque experience, les souris ont revues 3 doses du meme produit ; chaque 
dose a 28 jours d'intervalle (les jours 0, 2S et 56). [.'administration du produit a ete 
effectuee par voie nasale (jusqu'a 50 ul sur les souris eveillees), par voie orale (300 li 

15 1 en 0,2 M NaHC03 P ar Savage gastrique), ou par voie sous-cutanee (300 ul sous la 
peau du cou ou sous la peau du cote gauche de la region lombaire). Dans certains 
cas, une inoculation intramusculaire a ete effectuee (50 ul) dans les muscles dorso- 
lombaires des souris anesthesiees. 10 ug d'urease ont ete administres par voie nasale, 
sous cutanee ou intramusculaire, et 40 ug par voie orale. En ce qui concerne la 

20 preparation bacterienne inactivee, 400 ug de cellules ont ete administres par voie 
sous cutanee ou par voie orale. 

Antigenes et adjuvants 

25 L'apoenzyme de l'urease d' H. pylori a ete exprimee dans coli et purifiee comme 
cela a ete decrit dans l'exemple 5 de W096/31235. Dans la suite du texte pour 
designer cette apoenzyme, on emploie le simple terme d'urease. 

Des liposomes DC-chol contenant de l'urease sont prepares comme suit : Tout 
30 d'abord, afin d'obtenir un film lipidique sec contenant 100 mg de DC-chol (R-Gene 
Therapeutics) et 100 mg de DOPC (dioleylphosphatidylcholine) (Avanti Polar 
Lipids), on melange ces produits sous forme de poudre dans environ 5 ml de 
chloroforme. On laisse la solution s'evaporer sous vide a l'aide d'un evaporateur 
rotatif. Le film ainsi obtenu sur les parois du recipient est seche sous vide pousse 
35 pendant au moins 4 hrs. En parallele, 20 mg d'un lyophilisat d'urease et 100 mg de 
sucrose sont dilues dans 13.33 ml de tampon Hepes 20 mM pH 7.2. Dix ml de cette 
preparation (qui contient 1.5 mg d'urease et 0.75 % de sucrose) est filtree sur filtre 

I*' 



Millex 0.220 pm, puis utilisee pour rehydrater le film lipidique. La suspension est 
mise sous agitation pendant 4 hrs puts soit extrudee (10 passages sur membrane de 
polycarbonate 0.2 ^m) ou microfluidisee (10 passages sous une pression de 500 kPa 
dans un microfluidiseur Y10 de Microfluidics Co). Dans la suspension de liposomes 
ainsi obtenue le taux d'urease encapsulee est de 10 a 60 %. Cette suspension est 
lyophilisee apres avoir ajuste la concentration en sucrose a 5 % (on ajoute 425 mg de 
sucrose pour 10 ml). Avant utilisation, le lyophilisat est repris par un volume d'eau 
ou de tampon approprie et la suspension est purifiee sur un gradient discontinu de 
sucrose (paliers de 0, 30 et 60 %) de maniere a obtenir une preparation dans laquelle 
la quantite d'urease encapsulee est superieure a 70 % environ par rapport a la 
quantite totale d'urease. 

La toxine cholerique est utilisee comme adjuvant mucosal a raison de 10 ug / dose 
d'urease ou de preparation bacterienne. 

Le QS-21 (Cambridge Biosciences) est utilise comme adjuvant a raison de 15 ug / 
dose d'urease. 

Le polyphosphazene (PCPP) (Vims Research Institute) est utilise comme adjuvant a 
raison de 100 ug / dose d'urease. 

Eprcuve 

Deux semaines apres le deuxieme rappeL les souris ont ete soumises a un gavage 
gastrique avec 300 ul d'une suspension d'une souche d'H. pylori adaptee a la souris, 
la spuche ORV2002 (1 x 10 7 bacteries vivantes dans 200 ul de PBS ; DO 550 de 0.5 
environ). Un groupe n'ayant re?u aucune dos d'antigene et servant de controle est 
eprouve de meme. 

Analyse de I'epreuve 

Quatre semaines apres I'epreuve, les souris ont ete sacrifiees par rupture des 
vertebres cervicales. Les estomacs ont ete preleves pour evaluer Tactivite urease et 
faire des analyses histologiques. L'activite urease a ete evaluee apres 4 et 24 heures 
(DO a 550 nm) avec le Jatrox test, Procter & Gamble) et apres 24 heures le nombre 
de souris encore negatives (DO inferieure a 0,1) a ete releve. 



Mesure de reponse anticorps locale par ELISPOT (glandes salivaires et 
estomac). 

Les ELISPOT ont ete executes conformement a Mega et al, J. Immunol. (1992) 148 : 
2030. Les plaques ont ete enduites d'un extrait de proteines 6! H. pylori a une 
concentration de 50 ng/ml. 

Pour tester la reponse anticorps au niveau de l'estomac nous avons modifie la 
methode comme suit : La moitie de l'estomac a ete coupee en morceau de 1mm 2 avec 
un appareil automatique pour couper les tissus humains (Mc III wain Laboratories, 
Gilford, UK) et la digestion effectuee avec de la Dispase (2 mg/ml, Boeringher 
Mannheim) dans 2 ml d'une solution de Joklil modifiee a laquelle ont ete ajoutes 
10% de serum de cheval (Gibco), de la glutamine et des antibiotiques. Quatre 
digestions d'une 1/2 heure ont ete executees a 37° C avec brassage doux. Les cellules 
ainsi digerees ont ete fi I trees apres chaque etape a I'aide de filtres 70 urn (Falcon), 
puis iavees 3 fois dans une solution de RJPMl 1640 (Gibco) complementee a 5 % de 
de serum de veau foetal (FCS), et incubees dans la meme solution pendant au moins 
4 heures dans des plaques recouvertes de nitrocellulose (Millipore) (100 ul/puits, 4 
puits). Par moitie d'estomac, on obtient entre 1 et 3,10 s cellules (les cellules de 
grande taille et les macrophages n'ont pas ete comptees). 

L'IgA biotinylee et le complexe streptavidine - peroxydase biotinylee provenaient 
d'Amersham. Les spots ont ete reveles sous Taction du substrat A EC (Sigma) et des 
que les plaques sont seches, ils ont ete comptes sous un microscope (grossissement 
16 ou 40X). Les valeurs moyennes correspondant au nombre de taches (spots) d'IgA 
dans quatre puits ont ete calculees et exprimees comme le nombre de taches/ 10 s 
cellules. 

Analyse de la reponse par ELISA 

Les analyses par ELISA ont ete executees conformement au protocole standard (les 
conjugues biotinyles et la streptavidine peroxydase provenaient de chez Amersham 
et le substrat OPD (O-phenyldiamine dihydrochloride) de chez Sigma). Les plaques 
etaient enduites d'extraits H. pylori (5ug/ml) dans du tampon carbonate. Un serum de 
controle de souris dirige contre I'extrait d'H. pylori a ete introduit dans chaque 
experience. Le titre correspond a Tinverse de la dilution donnant une DO de 1,5 a 
490 nm. 



IB - Resultats 

Les resultats sont presentes dans les Figures 1 et 2 decrites ci-avant et commentees 
comme suit : 

Avant tout commentaires au sujet des Figures 1 et 2, on note que ces figures 
presentent les resultats obtenus avec l'antigene utilise adjuvante par de la toxine 
cholerique et administre par voie intragastrique. Cette experience est dite experience 
de reference standard dans la mesure ou l'association de l'art anterieur CT / IG est 
celle qui donne les meilleurs resultats a ce jour. 

La Figure 1 montre qu'une preparation d'urease encapsulee dans des liposomes DC- 
chol donne d'aussi bons resultats que ceux obtenus dans Inexperience de reference 
standard. 

De plus, on fait reference aux experiences (a) a (d) dont les resultats en termes 
d'activite urease 4 hrs apres que les souris aient ete sacrifiees sont reportes dans la 
Figure 1 et on indique que le nombre de souris qui sont toujours negatives pour 
l'activite urease 24 hrs apres avoir ete sacrifiees est respectivement (a) 5/10, (b) 4/10, 
(c) 0/10 et (d) 10/10. Ceci est en accord avec ce qui a ete conclu au parauraphe 
precedemment ; a savoir que I'experience (a) conduit a des resultats similaires a ceux 
obtenus lors de I'experience de reference standard. 

La Figure 2 montre qu'une preparation d'urease adjuvantee par le QS-21 donne 
d'aussi bons resultats que ceux obtenus dans I'experience de reference standard. De 
plus, cette figure montre que les resultats que Ton obtient en utilisant le PCPP a titre 
d'ajuvant sont beaucoup moins bons que ceux obtenus avec le QS-2 1 . Ceci s'explique 
dans la mesure oil le PCPP induit preferentiellement avec ['urease une reponse de 
type Th2 tandis que le QS-21 avec I'urease induit une reponse equilibree Thl/Th2 ; 
ainsi que cela est demontre dans le tableau ci apres. 

De plus, on fait reference aux experiences (a) a (e) dont les resultats en termes 
d'activite urease 4 hrs apres que les souris aient ete sacrifiees sont reportes dans la 
Figure 2 et on indique que le nombre de souris qui sont toujours negatives pour 
l'activite urease 24 hrs apres avoir ete sacrifiees est respectivement (a) 1/S t (b) 0/S, 
(c) 5/S, (d) 0/S et (e) 10/10. Ceci est en accord avec ce qui a ete conclu au 



paragraphe precedemment ; a savoir que l'experience (c) conduit a des resultats 
similaires a ceux obtenus lors de l'experience de reference standard. 

Le tableau ci-apres presente les quantites d'IgA, IgGl et IgG2a seriques induites lors 
des experiences dont les resultats en termes d'activite urease sont reportes dans les 
Figures 1 et 2 ainsi que le nombre de souris dont l'activite urease est caracterisee par 
une DO inferieure a 0.1 apres 4 et 24 hrs apres sacrifice. Les quantites d'IgA, IgGl et 
IgG2a sont exprimees en titre ELISA. 





urease 


urease 


urease 


urease '' 




CT 


DC-chol 


PCPP 


QS21 




IG 


SC 


SC 


SC 


IgA 


45 


0 


58 


1 


IgGl 


65700 


620000 


2930520 


2970399 


IgG2a 


20200 


321000 


26200 


1 136095 


DO < 0.1 
4 hrs 


5/10 


5/ 1 0 


0/S 


6/8 


DO < 0.1 
24 hrs 


4/10 


5/10 


0/S 


5/S 



Les resultats presentes dans le tableau ci-avant momrent que lorsque la voie sous- 
cutanee est employee (ainsi qu'un adjuvant approprie pour cette voie), le taux 
d'anticorps serique est important ; ce qui n'est pas le cas apres usage de la voie 
intragastrique (et de 1'adjuvant qui est approprie a cette voie). De plus, ces resultats 
montrent que lorsque Ton utilise le DC-chol ou le QS-21, on obtient un fort taux 
d'IgG2a, comparable au taux d'IgGI en ordre de grandeur. Ceci indique que ces 
adjuvants ont la capacite d'induire non seulement une reponse Th2, mais aussi une 
reponse Thl. Par contre, lorsque Ton utilise le PCPP, le taux d'IgG2a obtenu est 
nettement plus faible que le taux d'IgGI. On en conclut que ce dernier adjuvant 
induit essentiellement une reponse Th2 et ne peut done pas etre un adjuvant utile aux 
fins de la presente invention. 




Exemple 2 : Etudes cTimmunisation chez les singes 
2A - Materiel et methodes 
5 Singes 

Vingt huit singes {Macaco, fascicularis) ages de 2 ans et originaires de Tile Maurice 
ont ete utilises dans cette etude. Avant de sousmettre les singes aux differents 
protocoles d'immunisation decrits ci-apres, une biopsie a revele que la plupart d'entre 
eux etaient infectes de maniere chronique par des organismes proches de 
10 Gaslrospirilluni hominis (GHLO) ou de H. heilmanii. 

Protocoles d'administration 

Puisque presque tous les singes etaient infectes par des GHLO, on a decide de tester 
I'efficacite de differents protocoles en therapie. Trois protocoles ont ete mis en 
1 5 oeuvre, tels que resumes dans le tableau ci apres : 



Groupe 


JO 


J21 


J42 


J63 


I et lu 


IN + IG 


IN + IG 


IN - IG 


IN + IG 


2 et 2u 


IM 


IM 


IM 


IM 


3 et 3u 


IM 


IN + IG 


I VI 


IN + IG 



On precise que I'administration par voie intramusculaire a ete effectuee dans les 
muscles dorso-lombaires. 

20 

Antigenes et adjuvants 

Dans la mesure ou il existe une reactivite croisee entre les GPLO et H. pylon, on a 
choisit d'utiliser une preparation de bacteries H. pylori inactivees, telle que decrite 
25 dans l'exemple 1A, seule ou en combinaison avec de l'urease recombinante preparee 
selon la methode referencee dans l'exemple 1 A. 

La heat-labile toxine d'E. coli (LT) (Sigma) ou la sous-unite B de la toxine 
cholerique (CTB) (Pasteur Merieux serums & vaccins) a ete utilise comme adjuvant 
30 mucosal tandis que le DC-chol a ete utilise comme adjuvant parenteral. De la poudre 
de DC-chol est simplement rehydratee par une preparation d'antigene. 



Les doses utilisees sont comme suit : 



Voie 


Germes 


Urease 


DC-chol 


LT 


CTB 


IG 


400 Lig 


2,5 mg 




25 Lig 




IN 


400 Lig 


400 Lig 




25 ng 


25 Lig 


IM 


400 ug 


100 ug 


400 Lig 







Biopsies, test urease et etude bacteriologique / histologique 

5 On a effectue une biopsie sur chacun des singes avant et apres immunisation (un 
mois apres le troisieme rappel). A partir des biopsies, un test urease et une etude 
histologique ont ete mis en oeuvre. 

L'activite urease est evaluee en utilisant le kit Jatrox (Procter & Gamble). 
10 L'importance de cette activite est estimee comme suit, de maniere decroissante : 
niveau 3, coloration rose apparaissant au cours des 10 premieres minutes ; niveau 2, 
coloration rose apparaissant entre 10 et 30 minutes apres I'adjonction des reactifs; 
niveau 1, coloration rose apparaissant entre 30 min et 4 hrs et niveau 0, coloration 
faible ou inexistante apres 4 hrs. 

15 

Les etudes histologiques ont ete realisees a partir de biopsies fixees dans du formol 
et la charge bacterienne quantifiee comme suit : absence de bacteries (0) ; quelques 
bacteries de type Helicobacter (0,5) ; d'assez nombreuses bacteries (1) ; de 
nombreuses bacteries (2) ; de tres nombreuses bacteries (3). Line difference d'un 
20 niveau (de 1 a 2 par exemple) correspond a un nombre 5 fois plus imponant de 
bacteries. 

Analyse de la reponse par test ELISA 

Un test ELISA est mis en oeuvre comme decrit dans 1'exemple 1 A. 

25 

2B - Resultats 

Le tableau ci-dessous est relatif a la charge bacterienne qui, avant et apres 
immunisation, est appreciee a Taide de deux tests : (i) en evaluant l'activite urease et 
30 (ii) en effectuant une etude histologique. Les resultats y afferant sont presentes dans 
les colonnes 3 a 6. Les trois dernieres colonnes indiquent pour chaque groupes 
(controle, 1, 2 ou 3) le nombre de singes pour lesquels la charge bacterienne reste 



inchangee apres immunisation d'apres les deux tests ; ou apparalt moindre (il) 
ou accrue (71) dans au moins un des deux tests, l'autre test indiquant une charge 
bacterienne stationnaire. Lorsque les resultats des deux tests vont dans le meme sens, 
la fleche ascendante ou descendante est double. 







Activite Urease 


Histologie 


Variation 




Singes 


Groupe 


avant 


apres 


avant 


apres 




-> 


71 






immunisation 


immunisation 








H 282 


c 


2-2 


3-2 


2 


3-2 








J 005 


C 


2-2 


2-1 


2 


1-0 


1/4 


1/4 


2/4 


J S52 


C 


0-0 


2-0 


0 


1-1 






( 2/4 7)71) 


J 476 


C 


0-0 


2-0 


0 


1-1 








H 799 


1 


2-2 


2-2 


2 


2-2 








J 845 


1 


2-2 


3-2 


2 


2-1 








J 205 


1 


1-1 


2-2 


0 


1 








J 32S 


I 


2-2 


1-2 


3 


3-2 


1/S 


5/S 


2/8 


J 197 


lu 


2-2 


3-2 


2 


3 






( \/R 71 7H 


H 025 


iu 


2-2 


2-2 


1 


1-1 








G 460 


lu 


2-2 


3-2 


3 


2-3 








J 607 


lu 


2-2 


2-2 


2 


2 








H 549 


2 


3-3 


2-2 


3 


2-3 








H 622 


2 


3-3 


1-1 


2 


2-3 








H 504 


2 


3-3 


1-1 


2 


2-1 








H 798 


2 


1-1 


0-1 


1 


1-1 








J 367 


2u 


2-2 


2-1 


3 


2-3 


6/8 


1/8 


1/S 


G 4S6 


2u 


2-2 


2-2 


1 


2-2 








J 522 


2u 


2-2 


0-0 


2 


2-2 








G 722 


2u 


3-3 


2-0 


2 


2-3 








H S20 


3 


3-3 


2-2 


3 


2-2 








J 557 


3 


2-2 


1-0 


2 


1-2* 








H 5SS 


3 


2-2 


2-0 


3 


1-2 








J 153 


3 


3-3 


3-3 


2 


3-3 


5/8 


0 


3/8 


H 4S0 


3u 


2-2 


2-2 


2 


3-3 


(3/S ^N) 






J 344 


3u 


3-3 


2-0 


3 


2-2 








H 710 


3u 


2-2 


2-2 


2 


3-3 








J 262 


3u 


3-3 


2-2 


3 


3-2 
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Ainsi, ce tableau revele que dans le groupe ayant ete soumis a un protocole 
d'immunisation par la voie muqueuse stricte, les resultats sont sensiblement 
identiques a ceux obtenus avec le groupe controle negatif. Par contre, dans les 
5 groupes ayant ete soumis a un protocole d'immunisation par voie mixte muqueuse et 
intramusculaire ou par la voie intramusculaire stricte, on observe une nette reduction 
de la charge bacterienne. Ceci met en lumiere I'importance des conditions 
d'immunisation et en particulier de l'adjuvant utilise ; et en consequence, on 
recommende l'usage d'un adjuvant tel que le DC-chol, capable de favoriser une 
10 reponse Thl et Th2 equilibree, afin d'obtenir un effet protecteur. 

Ces resultats sont a mettre en perspective avec d'autres resultats relatifs aux taux 
d'anticorps seriques qui sont presentes dans la Figure 3. Cette figure montre que que 
le schema d'immunisation par voie muqueuse stricte (1 et lu) conduit a des resultats 
15 tres similaires a ceux du groupe controle negatif Par contre, le schema 
d'immunisation par voie mixte muqueuse et intramusculaire (2 et 2u) et mieux 
encore le schema d'immunisation par voie intramusculaire stricte (3 et 3u), permet 
d'induire des taux d'anticorps nettement superieurs a ceux du groupe controle. 

20 Ainsi, une reponse serique importante peut etre correlee a un effet protecteur, tandis 
qua conirario^ une faibte reponse est liee a I'absence d'effet protecteur. Les 
conditions d'immunisation permettant d'obtenir I'effet desire (reponse serique 
importante et effet protecteur) inclut l'usage de la voie parenteral ciblee dans la 
region sous-diaphragmatique ou celui d'un adjuvant Th 1 . 

25 

Exemple 3 : Autres etudes d'immunisation chez la souris 
3A - Materiel et methodes 
30 Souris 

Des souris femelles Swiss de 6/8 semaines ont ete fournies par Janvier (France). 
Pendant toute la duree de Texperience on a utilise du materiel sterilise ; les cages 
etaient protegees par des "isocaps" ; les souris ont ete nourries avec de l'eau filtree et 
des aliments irradies. 
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Protocole d'administration 

Lors de chaque experience, les souris ont re$ues 3 doses du meme produit ; chaque 
dose a 21 jours d'intervalle (les jours 0, 21 et 42). L'administration du produit a ete 
effectuee par voie orale (300 \x\ en 0,2 M NaHCC>3 par gavage gastrique), ou par 
5 voie sous-cutanee (300 \il sous la peau du cote gauche de la region Iombaire). Dix jag 
d'urease ont ete administres sous cutanee et 40 ug par voie orale. 

Antigenes et adjuvants 

10 L'apoenzyme de l'urease d'H. pylori a ete exprimee dans E. coli et purifiee comme 
cela a ete decrit dans I'exemple 5 de W096/31235. Dans la suite du texte pour 
designer cette apoenzyme, on emploie le simple terme d'urease. 

La heat-labile toxine d'£. coli (Sigma) est utilisee comme adjuvant mucosal a raison 
15 de 1 ug / dose d'urease. 

Le QS-21 (Cambridge Biosciences) est utilise comme adjuvant a raison de 15 ug / 
dose d'urease. 

20 Le Bay R1005 (Bayer) est utilise comme adjuvant a raison de 400 jig / dose d'urease. 

Le DC-chol (R-Gene Therapeutics) est utilise comme adjuvant a raison de 65 ug / 
dose d'urease. 

25 Le polyphosphazene (PCPP) (Virus Research Institute) est utilise comme adjuvant a 
raison de 100 ug / dose d'urease. 

Epreuve 

Quatre semaines apres le deuxieme rappel, les souris ont ete soumises a un gavage 
30 gastrique avec 300 (3 x 10 6 bacteries vivantes) d'une suspension d'une souche d'//. 
pylori adaptee a la souris et resistante a la Streptomycine, la souche ORV2001. Un 
groupe n'ayant re<?u aucune dose d'antigene et servant de controle est eprouve de 
meme. 

La suspension d'epreuve est preparee comme suit : H. pylori est cultivee sur agar 
35 Muller-Hinton (Difco) contenant 5 % de sang de mouton (bioMerieux) (milieu 
MHA) qui contient les antibiotiques suivants de chez Sigma : Trimethoprim 5 ug/ml, 
Vancomycine 10 jig/ml, Poiymixine B 1.3 ug/ml, Amphotericine 5 ^g/ml et 



Streptomycine 50 ^g/ml. Les boites de culture sont incubees pendant 3 jours a 37°C 
dans des conditions de microaerophilie (Anaerocult C, Merck). Cette culture est 
recoltee pour ensemenser un fla?on pourvu d'events de 75 cm 2 (Costar) contenant 50 
ml de Brucella broth complement^ par 5 % de serum de veau foetal et par les 
5 antibiotiques sus-nommes. Le flafon est incube dans des conditions de micro 
aerophilie, sous agitation douce pendant 24 hours. La suspension est alors diluee en 
Brucella broth pour donner une DO de 0,1 a 550 nm (soit 10 7 CFU/ml). 

Analyse de Tepreuve 

10 Quatre semaines apres Tepreuve, les souris ont ete sacrifices par rupture des 
vertebres cervicales. Les estomacs ont ete preleves pour evaluer I'activite urease et la 
charge bacterienne par culture quantitative. Un quart longitudinal de l'estomac 
(antrum + corpus) est utilise pour chacun des tests. L'activite urease a ete evaluee 
apres 4 et 24 heures (DO a 550 nm) avec le Jatrox test, Procter & Gamble) et apres 

1 5 24 heures le nombre de souris encore negatives (DO inferieure a 0, 1 ) a ete releve. 

Evaluation de I'infection par culture quantitative d'//. pylori 

Au moment ou les souris sont sacrifices, la muqueuse d'un quart de l'estomac de 

chaque souris est disposee dans le milieu Portagem de bioMerieux puis dans les deux 

20 heures qui suivent, transferee en chambre de culture. L'echantillon est alors 
homogeneise en utilisant un homogeneisateur de Dounce (Wheaton, Millville USA) 
contenant 1 ml de milieu Brucella (Brucella broth) et dilue en serie jusqu'a 10"-'. 
Cent ul de chaque dilution (10°, 10" 1 , 10 -2 et 10* 3 ) sont repandus dans des boites de 
Petri contenant du milieu MHA supplements par les antibiotiques sus-nommes, pour 

25 culture a 37°C dans des conditions de microaerophilie pendant 4 ou 5 jours. On 
decompte alors le nombre de bacteries viables. H. pylori est identifiee par sa 
morphologie revelee par une coloration de Gram et par des reactions positives a des 
tests urease, catalase et oxidase. 

30 Analyse de la reponse par ELISA 

Les analyses par ELISA ont ete executees conformement au protocole standard (les 
conjugues biotinyles et la streptavidine peroxydase provenaient de chez Amersham 
et le substrat OPD de chez Sigma). Les plaques etaient enduites d'extraits H. pylori 
(5ng/ml) dans du tampon carbonate. Un serum de controle de souris dirige contre 
35 Textrait d'H. pylori a ete introduit dans chaque experience. Le titre correspond a 
Tinverse de la dilution donnant une DO de 1,5 a 490 nm. 




3B - Resultats 

Avant tout commentaires au sujet des Figures 4 a 7, on note que ces figures 
presentent les resultats obtenus avec l'antigene utilise adjuvante par de la LT et 
5 administre par voie intragastrique. Cette experience est dite experience de reference 
standard dans la mesure ou Tassociation de Tart anterieur LT / IG est celle qui donne 
les meilleurs resultats a ce jour. 

Reponse serique 

10 Comme montre dans la Figure 4, apres trois immunisations, toutes les souris 
immunisees par voie sous-cutanee presentent une reponse serique importante en IgG. 
Stir la base des rapports IgGl:IgG2a, on remarque que le PCPP induit une reponse 
predominante de type Th2 (fort taux IgGl, faible taux IgG2a). Le Bay R1005 et le 
DC-chol induisent une reponse plus equilibree de type ThI / Th2. Enfin le QS-21 

15 induit une reponse predominante de type ThI. -En fait, ta difference principale entre 
les quatre groupes de souris Al a A4 reside dans leurs titres IgG2a, les titres IgGl 
etant tous similaires. 

Protection apres epreuve 

20 Les Figures 5 a 7 montrent que le niveau de protection dans les groupes Al et A2 est 
similaire a ou meme meilleur que celui observe dans le groupe de reference (LT). 
ILs s'agit des groupes ayant re?ues les doses d'urease en presence du QS-21 et du 
Bay R1005 respectivement. Le groupe A3 (DC-chol) presente un niveau de 
protection legereinent moindre. Par contre, dans le groupe A4 (PCPP), il nest pas 

25 possible de mettre en evidence un effet protecteur important. On note que les 
resultats presentes dans les Figures 5 a 7 sont consistents entre eux. 

Lorsque Ton met en parallele les resultats presentes dans la Figure 4 d'une part et les 
Figures 5 a 7 d'autre part, on est en droit de conclure que 1'usage d'un adjuvant 
30 capable d'induire une reponse Thl ou Thl / Th2 (QS-21, Bay R1005 ou DC-chol) 
favorise la mise en place d'un effet protecteur ; contrairement a Tusage d f un adjuvant 
de type Th2 (PCPP). 
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Exemple 4 : Traitement d'une infection a H. pylori chez la souris 

Nous avons compare l'efficacite de ['immunisation par voie sous-cutanee (SC) par 
rapport a la voie mucosale afin de soigner une infection a K pylori dans un modele 
de souris. 

Des souris OF1 ont ete infectees avec 10 6 colonies formant plaques (cfu) de la 
souche d'H. pylori ORV2001. Apres un mois, on a verifie que l'infection etait bien 
etablie en sacrifiant au hasard 10/100 souris et en testant I'activite urease sur un quart 
de la totalite de l'estomac. Les resultats etant tous positifs, nous avons alors 
immunise des souris (10 par groupe) 3 fois a 3 semaines d'intervalle, soit par voie 
sous-cutanee en utilisant 10 ug d'urease recombinante adjuvee avec 15 ug de QS21 
(Aquila) ou 400 ug d'adjuvant Bay R1005 (Bayer), soit par voie orale en utilisant 40 
ug d'urease melangee a 1 ug de LT\ Pour chacun des deux adjuvants administres par 
voie parenteral, Pimmunisation a ete realisee soit dans le cou, afm d'atteindre les 
ganglions lymphatiques de la region superieure du corps, soit dans la region 
lombaire afin d'atteindre les ganglions lymphatiques abdominaux. Dix souris ont ete 
laissees non-infectees et non-immunisees (controle negatif), alors que les souris du 
groupe controle positif ont reqru une solution saline, du QS21 ou de ['adjuvant Bay 
par voie sous-cutanee (region lombaire). 

Un mois apres la troisieme immunisation, toutes les souris ont ete sacrifices et les 
estomacs preleves afin d'evaluer I'etendue de la colonisation en mesurant I'activite de 
1'urease (10/10 souris furent analysees dans chaquc groupe) ainsi qu'en cffcctuant unc 
culture quantitative (5/10 souris furent analysees). Les Figures 6A (test portant sur 
l'urease) et 6B (culture) montrent que chez les souris immunisees avec l'urease 
adjuvee avec du QS21 par voie sous-cutanee dans la region lombaire, l'infection 
avait quasiment disparu (4/5 souris etaient negatives en culture quantitative). Les 
souris immunisees avec ['urease par voie sous-cutanee dans le cou, en presence de 
QS21 et les souris recevant l'urease plus de la LT par voie orale presentaient une 
diminution de ['infection de 10 a 100 par rapport aux souris non-immunisees. 
L'adjuvant Bay avait induit une diminution identique, plus prononcee chez les souris 
immunisees dans la region lombaire. 

La realisation d'une histopathologic sur ces memes souris n'a pas revele de gastrite 
plus importante par rapport aux controles. 



Comme nous l'avions observe dans notre precedente etude- prophylactique (Exemple 
1), les souris protegees presentaient un taux serique eleve des deux isotypes IgGl et 
IgG2, ce qui est representatif d'une reponse equilibree Th2/ThL De plus, les souris 
immunisees par voie sous-cutanee dans la region lombaire presentaient les plus hauts 
5 niveaux seriques en IgA, ce qui demontre une reponse mucosale. 

Ces resultats indiquent que rimmunisation systemique ciblee est capable de guerir 
une infection a H. pylori acquise chez une souris, et que ['utilisation d'adjuvants 
induisant une reponse mucosale equilibree de type Thl/Th2 est souhaitable afin 
10 d'atteindre ce but. 
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Revendications 

Une composition pharmaceutique qui comprend un agent immunogene derive 
&* Helicobacter et au moins un compose selectionne parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Ouillaja sapotiaria ; 

(ii) des lipides cationiques qui sont des inhibiteurs faibles de la proteine 
kinase C et ont une structure qui inclut un groupe lipophilique derive du 
cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et les 
carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee 
ou non, de 1 a 20 atomes de carbone, et un groupe amine cationique 
selectionne parmi les amines primaires, secondares, tertiaires et quaternaires ; 
et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 




(I) 



represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 
fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, 

represente -CH 2 -, -O- ou -NH-, 

represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 
insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, 

representent chacun, independamment Tun de Tautre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone, 



dans laquelle 
R 1 

X 
R 2 

R 3 , R 4 et R 5 



R 7 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en Cj-C^, 

hydroxymethyle, 1 -hydroxy ethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyle, 3-ureido-propyle, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxym ethyle, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyIe, 2-carbamoylethyle, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolylmethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 

R 8 represente un atome d'hydrogene ou un groupe rnethyle, et 

R 9 represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 

trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 

R 7 et R s peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH9-CH7-CH7-. 

Une composition selon la revendication 1, qui comprend au moins deux 
composes ; un premier compose etant selectionne parmi les saponines purifiees 
a partir d'un extrait de Quillaja saponaria et un deuxieme compose etant 
selectionne parmi des lipides cationiques qui sont des inhibiteurs faibles de la 
proteine kinase C et ont une structure qui inclut un groupe lipophilique derive 
du cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et les 
carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee 
ou non, de 1 a 20 atomes de carbone, et un groupe amine cationique 
selectionne parmi les amines primaires, secondares, tertiaires et quaternaires. 



Une composition selon la revendication 1 ou 2,. dans laquelle le compose est 
une saponine qui est la fraction QS-21 puriftee a partir d'un extrait de Quillaja 
saponaria, 

Une composition selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle le compose est un 
lipide cationique mis sous forme de liposome. 

Une composition selon la revendication 1, 2 ou 4, dans laquelle le compose est 
un lipide cationique qui est le 3-beta-CN-(N\N'-dimethylaminoethane)- 
carbamoyl) cholesterol (DC-chol). 
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Une composition selon la revendication 1, dans laquelle le compose est un 
glycolipopeptide qui est le N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-p-D-glucopyranosyl)- 
N-octadecyl-dodecanoylamide (Bay R1005). 

Une composition selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle Pagent 
immunogene derive d 'Helicobacter est selectionne parmi une preparation de 
bacteries Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire $ Helicobacter, un peptide 
et un polypeptide $ Helicobacter sous forme purifiee. 

Une composition selon la revendication 7, dans laquelle Pagent immunogene 
derive ^Helicobacter est la sous-unite UreB ou UreA de Purease 
(^Helicobacter. 

Une composition selon Pune des revendications 1 a 8, dans laquelle Pagent 
immunogene est derive d' Helicobacter pylori. 

L'usage d'un agent immunogene derive d' Helicobacter et d'au moins un 
compose selectionne parmi : 

(i) des saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja saponaria ; 

(ii) des lipides cationiques qui sont des inhibiteurs faibles de la proteine 
kinase C et ont une structure qui inclut un groupe lipophilique derive du 
cholesterol, un groupe de liaison selectionne parmi les carboxyamides et les 
carbamoyls, un bras espaceur consistant en une chaine alkyle Iineaire, branchee 
ou non, de 1 a 20 atonies de carbone, et un groupe amine cationique 
selectionne parmi les amines primaires, secondares, tertiaires et quaternaires ; 
et 

(iii) des glycolipopeptides de formule (I) : 



dans laquelle 




(I) 
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R 1 represente un reste alkyle sature ou insature une ou plusieurs 

fois et comportant de 1 a 50 atomes de carbone, 

X represente -CH 2 -, -O- ou -NH-, 

R 2 represente un atome d'hydrogene ou un reste alkyle sature ou 

insature une ou plusieurs fois et comportant de 1 a 50 atomes 
de carbone, 

R 3 , R 4 et R 5 representent chacun, independamment Tun de 1'autre, un atome 
d'hydrogene ou un reste acyl-CO-R 6 , dans lequel R 6 represente 
un reste alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone, 

R 7 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle en Cj-C 7> 

hydroxymethyle, 1-hydroxyethyle, mercaptomephyle, 2- 
(methylthio)-ethyle, 3-aminopropyle, 3-ureido-propyIe, 3- 
guanidylpropyle, 4-aminobutyle, carboxymethyle, 

carbamoylmethyle, 2-carboxethyle, 2-carbamoylethyle, 
benzyle, 4-hydroxybenzyle, 3-indolyImethyle ou 4- 
imidazolylmethyle, 

R s represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle, et 

R 9 represente un atome d'hydrogene, un groupe acetyle, benzoyle, 

trichloracetyle, trifluoracetyle, methoxycarbonyle, t- 
butyloxycarbonyle ou benzyloxycarbonyle, et 

R 7 et R s peuvent, quand ils sont pris ensemble, representer un groupe 

-CH2-CH2-CH2- ; 

dans la fabrication d'une composition pharmaceutique capable d'induire une 
reponse immune de type T-helper 1 (Thl) a l'encontre $ Helicobacter. 



L'usage selon la revendication 10, d'un agent immunogene derive 
$ Helicobacter et d'au moins deux composes ; un premier compose etant 
selectionne parmi les saponines purifiees a partir d'un extrait de Quillaja 
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saponaria et un deuxieme compose etant selectionne parmi des lipides 
cationiques qui sont des inhibiteurs faibles de la proteine kinase C et ont une 
structure qui inclut un groupe lipophilique derive du cholesterol, un groupe de 
liaison selectionne parmi les carboxyamides et les carbamoyls, un bras 
espaceur consistant en une chaine alkyle lineaire, branchee ou non, de 1 a 20 
atomes de carbone, et un groupe amine cationique selectionne parmi les amines 
primaires, secondares, tertiaires et quaternaires. 

12. L'usage selon la revendication 10 ou 11, dans lequel le compose est une 
saponine qui est la fraction QS-21 purifiee a partir d'un extrait de Quillaja 
saponar'ta. 

13. L'usage selon la revendication 10 ou 11, dans lequel le compose est un lipide 
cationique mis sous forme de liposome. 

14. L'usage selon la revendication 10, 11 ou 13, dans lequel le compose est le 3 
beta -(N-(N\N'-dimethyl aminoethane)-carbamoyl) cholesterol (DC-chol). 

15. L'usage selon la revendication 10, dans lequel le compose est un 
glycolipopeptide qui est le N-(2-L-leucinamido-2-deoxy-P-D-glucopyranosyI)- 
N-octadecyl-dodecanoylamide (Bay R1005). 

16. L'usage selon Tune des revendications 10 a 15, dans lequel la reponse immune 
de type Thl est mesuree chez la souris et est caracterisee soit (i) par un rapport 
des titres ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a I : 100 ou (ii) par un 
rapport des titres ELISA IgG2a : IgA superieur ou egal a 1 : 100. 

17. L'usage selon la revendication 16, dans lequel la reponse immune de type Thl 
est mesuree chez la souris et est caracterisee soit (i) par un rapport des titres 
ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 10 ou (ii) par un rapport des titres 
ELISA IgG2a : IgA superieur ou egal a 1 : 10. 

18. L'usage selon la revendication 17, dans lequel la reponse immune de type Thl 
est mesuree chez la souris et est caracterisee soit (i) par un rapport des titres 
ELISA IgG2a : IgGl superieur ou egal a 1 : 2 ou (ii) par un rapport des titres 
ELISA IgG2a : IgA superieur ou egal a 1 :2. 
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19. IAisage selon Tune des revendications 10 a 18, dans lequel l'agent immunogene 
derive d* Helicobacter est selectionne parmi une preparation de bacteries 
Helicobacter inactivees, un lysat cellulaire $ Helicobacter, un peptide et un 
polypeptide d! Helicobacter sous forme purifiee. 

20. L'usage selon la revendication 19, dans lequel l'agent immunogene derive 
d % Helicobacter est la sous-unite UreB ou UreA de l'urease d 1 Helicobacter . 

21. L'usage selon Tune des revendications 10 a 20, dans lequel l'agent immunogene 
est derive &Helicobacter pylori. 

22. L'usage selon Tune des revendications 10 a 21, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique. 

23. L'usage selon la revendication 22, dans lequel la composition pharmaceutique 
est destinee a etre administree par voie systemique stricte. 

24. L'usage selon la revendication 22 ou 23, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique dans la 
partie d'un mammifere, notamment d'un primate situee sous son diaphragme. 

25. L'usage selon Tune des revendications 22 a 24, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par voie systemique dans la 
region dorso-Iombaire d'un mammifere, notamment d'un primate. 

26. L'usage selon l'une des revendications 22 a 25, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree par une voie systemique 
selectionnee parmi la voie sous-cutanee, la voie intramusculaire et la voie 
intradermique. 

27. L'usage selon l'une des revendications 10 a 26, dans lequel la composition 
pharmaceutique est destinee a etre administree deux ou trois fois par voie 
systemique au cours d'un meme traitement, afin de prevenir ou de traiter une 
infection a Helicobacter. 



28. 



L'usage conjoint d'un agent immunogene derive d x Helicobacter et d'un 
compose capable de favoriser l'induction d'une reponse immune de type T- 
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helper 1 (Thl) a l'encontre $ Helicobacter, dans la fabrication d'une 
composition pharmaceutique destinee a etre administree par voie systemique 
pour prevenir ou traiter une infection a Helicobacter, 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8A et 8B 
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